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審 査 結 果 の 要 旨 
脂肪由来幹細胞(adipose-derived stem cell: ADSC)がリンパ管新生の主体であるリンパ管内皮細
胞(lymphatic endothelial cell: LEC)に直接作用するか否かはこれまで明らかにされていない．本
研究において申請者らは，ADSC の分泌因子がLECに対してリンパ管新生作用を示すか検討した．さ
らに，培地の違いと血清の有無がADSCのリンパ管新生因子の発現と分泌にどのように影響するか計
測し，またADSC分泌因子がLEC特異的遺伝子の発現に及ぼす影響を解析した． 
まず，マウス皮下脂肪組織から酵素処理と比重遠心法によってADSCを分離し，これを実験に用い
た．すなわち，血清入りDMEM培地でADSCをコンフルエントになるまで培養し，その後EBM-2基本培地
に置き換えてさらに48時間培養して，得られた上清（ADSC-CM；conditioned medium）をADSC分泌因
子として回収した． 次に，LEC細胞を購入して入手し，EBM-2に血清とサイトカインカクテル等を加
えたEGM-2-MV培地での培養系を確立した．このLEC培養系にADSC-CMを作用させ，proliferation assay 
(WST-8 assay)，migration assay (transwell chamber assay)，そしてtube formation assay (growth 
factor reduced Matrigel-based)を行なって，ADSC-CMのリンパ管新生作用を評価した．ここでは
VEGF-C製剤を添加したLEC培養系を陽性コントロールとし、比較検討した． 
続いてADSCを4通りの方法で培養した．すなわち，(a)血清入りDMEMあるいは(b)EGM-2-MVで培養し
たもの， (a)の後に(c)無血清DMEMあるいは(d)EBM-2で培養したもの，の4群である．それぞれRNAと
培養上清を回収し，リンパ管新生作用をもつ既知増殖因子(VEGF-A, C, D, FGF-2, HGF, Angiopetin-1, 
IGF-1)の発現変化を定量PCRとELISAで計測した．さらに，ADSC-CMをLECに作用させた際のLEC特異的
遺伝子群(Prox1, VEGFR-3,podoplanin)の経時的変化（8, 16, 48時間）を定量PCRで測定した． 
結果として申請者らは，ADSC-CMがLECの増殖，移動，管腔形成を，VEGF-Cよりも強力に促進する
ことを見出した．ここでは，ADSCの既知リンパ管新生増殖因子の発現が，無血清培地下で発現が軽
度低下する群(VEGF-A, FGF-2)と発現が劇的に上昇する群(VEGF-D, HGF, Angiopoetin-1, IGF-1)と
に分類できたことから， ASDCはこうした増殖に不利な環境下で複数の因子を分泌し，それらの相乗
作用によってリンパ管新生を引き起こしているものと申請者らは考察した．また、ADSC-CMによって
LECにおける転写因子Prox1とその下流遺伝子であるVEGFR-3の発現が経時的に変化することも申請
者らは観察しており，今後，これらの遺伝子発現に関与することが知られるサイトカイン，例えば
IL-8，のシグナルの関与について検討を進めてゆく重要性が示されている． 
以上が本論文の要旨であるが，脂肪由来幹細胞がリンパ浮腫のあらたな治療を確立するうえで有用
となる可能性を示した点で，医学上価値ある研究と認める． 
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